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【論文内容の要旨】
【第 1 章	 背景】
	 高次脳機能の発現には、神経細胞による神経回路の構築、外部からの刺激に
応じた遺伝子発現や神経形態制御によるシナプス形成、その後のシナプス伝達
が重要となる。我々は、遺伝子発現と神経形態制御による高次脳機能発現の分
子機構解明に取り組んできた。
	 高次脳機能発現には、転写因子やシグナル分子、シナプスタンパク質等をコ
ードする最初期遺伝子群が刺激に応じて即時的に誘導されることが極めて重要
である。Activity-regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) 遺伝子は、
中枢神経系に高い発現を示す最初期遺伝子である。Arc タンパク質は、エンドサ
イ ト ー シ ス に よ り 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 で あ る α
-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA) 受容体をシナ
プス膜から取り除く機能を有し、樹状突起スパインの形態を負に制御している。
また、Arc 遺伝子発現の破綻は、記憶・学習を有意に低下させることが明らかと
なっている。さらに近年、Arc 遺伝子配列変化と統合失調症との関連性が指摘さ
れた。以上のことから、Arc 遺伝子発現制御機構の解明は、脳の作動原理に加え、
神経疾患発症機構の理解にも繋がるものと考えられる。
Arc 遺伝子発現は、シナプス活動や脳由来神経栄養因子 brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF)により誘導される。Arc 遺伝子発現に関するこれま
での研究から、Arc 遺伝子の転写開始点から約 7 kbp 上流に位置する強力なエ
ンハンサー領域 synaptic activity-responsive element (SARE) がシナプス活動
に応答し、Arc 遺伝子発現を活性化することが発見された。Arc 遺伝子の SARE
は、cAMP response element-binding protein (CREB)、myocyte enhancer
factor 2 (MEF2)、serum response factor (SRF) という 3 つの転写因子の結合
配列を含んでいるが、それら転写因子や結合するコファクターがどのように Arc
遺伝子発現に関わっているのかについては未知な点が多い。
そこで本研究では、まずはじめに BDNF による Arc 遺伝子の SARE 活性化に
関わる転写因子や SRF コファクターの megakaryoblastic leukemia (MKL)、
ternary complex factor (TCF) による制御機構を明らかにすることを目的とし
て解析を行った。
そして次に、Rho シグナルの下流で働く SRF コファクターmegakaryoblastic 
leukemia (MKL) 活性化を阻害する低分子化合物 CCG-1423 の作用について解
析を行った。CCG-1423 は、がん、糖尿病領域での治療効果が期待されている
化合物であるが、脳神経系に与える影響についての報告はなかった。そこで、
我々は CCG-1423 が神経細胞に形態に与える影響について解析を行った。 
【第 2 章	 BDNF による Arc 遺伝子のシナプス活動応答エレメント活性化機構
の解明】参考文献(1)    
培養大脳皮質神経細胞を BDNF で刺激し、Arc mRNA とタンパク質発現の誘
導を確認したところ、一過性の誘導を示し、それぞれ 1、3 時間後がピークとな
った。次に、Arc 遺伝子の転写開始点から約 7 kbp 上流までを含むホタルルシ
フェラーゼレポーター (Arc7000) と、Arc 遺伝子の SARE を minimumCMV
プロモーターに連結したホタルルシフェラーゼレポーター (SAREminCMV)
を遺伝子導入したところ、双方ともに BDNF 刺激により 3 時間をピークとする
一過性の転写活性化を示した。次に、SARE に存在する転写因子結合配列に変
異を施した変異型ルシフェラーゼレポーターを用いたところ、CREB、MEF2、
SRF が BDNF 誘導性 SARE 活性化に関わること、特に SRF 結合配列が重要で
あることが明らかとなった。この際、SRF 結合配列近傍に存在する TCF の結
合配列にも変異を施してみたが、転写活性が抑制されることはなかった。そこ
で、TCF とは別の SRF コファクターである MKL ファミリーの関与が想定され
た。MKL1 と MKL2 を特異的に識別する我々が作製した抗体が免疫沈降実験に
利用可能であることを確認した後にクロマチン免疫沈降法 (ChIP assay) を行
い、Arc 遺伝子の SARE への MKL のリクルート状況を調べた。その結果、BDNF
刺激の有無に関わらず少なくとも MKL2 がリクルートされていることが示され
た。さらに RNA 干渉により MKL1, MKL2 をノックダウンさせ、転写活性を測
定したところ、MKL2 のノックダウンにより、BDNF 誘導性 SARE 活性化が有
意に抑制された。ここで、再び BDNF 誘導性 SARE 活性化に TCF が関与する
かどうかについて検証を行った。TCF ファミリーのひとつである Ets-like 
transcription factor (Elk1) の過剰発現を行ったところ、SARE の活性化は起こ
ったが、MKL2 の過剰発現による活性化よりもはるかに微弱なものであった。 
GABAA 受容体アンタゴニスト bicuculline (Bic) および K+チャネルブロッカ
ー4-aminopyridine (4AP) 刺激によって生じるシナプス活動も Arc 遺伝子の発
現を誘導することが報告されている。また、Bic/4AP 刺激はシナプス局所から
の内在性 BDNF の遊離を引き起こす可能性がある。そこで次に、Bic/4AP によ
って遊離した内在性 BDNF が Arc 遺伝子発現を誘導するかどうかを検証した。
BDNF スカベンジャーTrkB-Fc を培地中に前処理し、Bic/4AP で刺激を行った。
その結果、Bic/4AP 刺激により Arc mRNA 発現や Arc 遺伝子の SARE 活性化が
引き起こされたが、TrkB-Fc はそれらを阻害しなかった。したがって、Bic/4AP
刺激条件下で引き起こされる Arc 遺伝子発現誘導には、遊離した BDNF の効果
はほとんどないと考えられる。Bic/4AP 刺激によるシナプス活動は、グルタミ
ン酸受容体を介した Ca2+シグナル伝達を活性化させ、Arc 遺伝子の SARE を活
性化する。したがって、Bic/4AP 刺激条件下では、Ca2+シグナル-SARE の経路
が優位に働いているものと考えられる。最後に我々は、Bic/4AP 刺激で誘導さ
れる Arc 遺伝子の SARE 活性化における MKL2 の関与を検証した。その結果、
MKL2 ノックダウンにより部分的ではあるが SARE 活性化が抑制された。
以上の結果より、BDNF によって誘導される Arc 遺伝子の SARE 活性化には
CREB, MEF2, SRF という 3 つの転写因子の結合配列が関与しており、特に
SRF 結合配列が重要であること、SRF コファクターMKL2 が SARE にリクル
ートされ、活性化に関与することが明らかとなった。また、シナプス活動によ
るSARE活性化においてもMKL2が関与することが明らかとなった。また、SRF
コファクターTCF の結合配列は、SARE の SRF 結合配列近傍に存在するが、
SARE の活性化には関与しておらず、TCF ファミリーのひとつである Elk1 に
関しても強い関与はないことが明らかとなった。
【第 3 章	 Rho シグナル阻害剤 CCG-1423 の神経形態に対する効果の検証】参
考文献(2)    
CCG-1423 は、Rho シグナルを阻害する低分子化合物としてハイスループッ
トスクリーニングにより同定された。近年、SRF コファクターMKL が
CCG-1423 の標的分子の一つであることが明らかにされており、MKL の働きを
検証するための基礎的研究ツールとして有用である。さらに、MKL ががん転移
に関与することから、がん領域等でも応用が期待されている。しかしながら、
脳神経系における CCG-1423 の作用については解析が行われていない。本研究
では、神経形態に与える効果について検証を行った。
まず、CCG-1423 が神経細胞生存に与える影響を調べた。ミトコンドリア活
性を評価するMTT assayを行ったところ、少なくとも10 µMのCCG-1423 は、
72 時間後までは神経細胞生存に有意な変化を起こさなかった。次に培養大脳皮
質神経細胞に GFP 遺伝子を導入し、免疫染色による可視化を行い、神経細胞の
神経突起形態の解析を行った。軸索をトレースすることによりその長さを測定
したところ、10 µM の CCG-1423 により有意に伸長が抑えられた。さらに、1 µM
の CCG-1423 処理でも充分に軸索伸長を阻害した。また、樹状突起の長さにお
いて、10 µM の CCG-1423 処理 48 時間以降では、有意に突起長が短くなった。
樹状突起の複雑性においては、10 µM の CCG-1423 の 72 時間処理では、神経
細胞の細胞体近く (20, 40 µm) で有意な減少が認められた。一方、樹状突起ス
パインの密度と形態解析を行ったところ、CCG-1423 による影響は認められな
かった。
以上のことから、CCG-1423 は、神経細胞の軸索伸長、樹状突起伸長および
樹状突起複雑化を阻害する効果を持つことが明らかとなった。
【総括】
本研究により、Arc 遺伝子の SARE 活性化が MKL2 によって引き起こされる
ことが明らかとなった。SARE は、Arc 遺伝子のみならず、他の神経可塑性関連
遺伝子群や神経疾患に関与する遺伝子群にも存在するとの報告がある。したが
ってシナプス活動や BDNF によって MKL2 が活性化し、上記遺伝子群の一括
制御を行っていることが示唆される。またこの機構は、効率的な脳機能発現制
御を担っている可能性があるため、MKL2 活性化の詳細な分子機構を解明する
ことで脳の作動原理や神経疾患への理解が深まることが期待される。また、
CCG-1423 は神経細胞の形態に影響を及ぼす。今後は、脳神経系における研究
ツールとして CCG-1423 の活用が期待される。
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【学位論文審査の要旨】 
 
	 高次脳機能の発現には、転写因子やシグナル分子、シナプスタンパク質等を
コードする最初期遺伝子群が刺激に応じて即時的に誘導されることが極めて重
要である。Activity-regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) 遺伝子は、
中枢神経系に高い発現を示す最初期遺伝子である。Arc タンパク質は、グルタミ
ン酸受容体であるα -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid 
(AMPA) 受容体をシナプス膜から取り除く機能を有する。また、Arc 遺伝子発
現調節の破綻は記憶・学習を有意に低下させることや Arc 遺伝子配列変化と統
合失調症との関連性が指摘されている。したがって、Arc 遺伝子の発現制御の仕
組みを理解することにより、脳の作動原理や中枢神経系疾患の発症機序の解明
が期待される。 
 
1. BDNF による Arc 遺伝子のシナプス活動応答エレメント活性化機構の解明−
論文(1)− 
	 Arc 遺伝子の発現は、転写因子 cAMP response element-binding protein 
(CREB)、myocyte enhancer factor 2 (MEF2)、serum response factor (SRF)
の結合配列を含むエンハンサー領域 synaptic activity-responsive element 
(SARE)がシナプス活動や脳由来神経栄養因子 brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF)に応答して活性化するが、その詳細な機構は不明であった。そこ
で本研究では、まず BDNF による Arc 遺伝子の SARE 活性化に関わる転写因子
や SRF コファクターの megakaryoblastic leukemia (MKL)、ternary complex 
factor (TCF) による制御機構に関する研究が行われた。培養大脳皮質神経細胞
の BDNF 刺激により、Arc mRNA とタンパク質の一過的な発現が検出された。
次に、Arc 遺伝子の転写開始点から約 7 kbp 上流までを含むホタルルシフェラ
ーゼレポーター (Arc7000) あるいは Arc 遺伝子の SARE を minimum CMV プ
ロモーターに連結したホタルルシフェラーゼレポーター (SAREminCMV) そ
れぞれが培養大脳皮質神経細胞に遺伝子導入され、双方ともに BDNF 刺激によ
り一過性の転写活性化が検出された。次に、SARE に存在する転写因子結合配
列に変異が導入され、CREB、MEF2、SRF が BDNF 誘導性 SARE 活性化に関
わること、特に SRF 結合配列が重要であることが明らかにされた。この際、TCF
の結合配列にも変異が導入されたが、転写活性は抑制されなかったため、別の
SRF コファクターである MKL ファミリーの関与が想定された。まず、クロマ
チン免疫沈降法を行った。その結果、BDNF 刺激の有無に関わらず少なくとも
MKL2 が Arc 遺伝子の SARE にリクルートされていることが示された。さらに
RNA 干渉による MKL2 のノックダウンにより、BDNF 誘導性 SARE 活性化が
有意に抑制された。ここで、再び BDNF 誘導性 SARE 活性化に TCF が関与す
るかどうかについて検証が行われた。TCF ファミリーのひとつである Ets-like 
transcription factor (Elk1) の過剰発現により SARE の活性化は起こったが、
MKL2 の過剰発現による活性化よりもはるかに微弱であった。また、GABAA
受容体アンタゴニスト bicuculline (Bic) および K+チャネルブロッカー
4-aminopyridine (4AP) 刺激によって生じるシナプス活動も Arc 遺伝子の発現
を誘導するが、BDNF スカベンジャーTrkB-Fc の前処理では阻害されず、MKL2
ノックダウンにより部分的ではあるが SARE 活性化が抑制された。したがって、
Bic/4AP 刺激条件下で引き起こされる Arc 遺伝子発現誘導には、内在的に誘導
される BDNF の効果はほとんどないが、MKL2 の発現が重要な役割をはたすこ
とが示された。以上の結果より、BDNFによって誘導されるArc遺伝子の SARE
活性化には CREB, MEF2, SRF の結合配列が関与しており、特に SRF 結合配
列が重要であること、SRF コファクターMKL2 が SARE にリクルートされ、活
性化に関与することが明らかにされた。また、シナプス活動による SARE 活性
化においても MKL2 が関与することが明らかにされた。SARE は、Arc 遺伝子
のみならず、他の神経可塑性関連遺伝子群や神経疾患に関与する遺伝子群にも
存在するとの報告がある。したがって本研究から、BDNF やシナプス活動によ
り活性化した MKL2 が上記遺伝子群の一括制御を行うことにより脳機能の発現
が制御される機構の存在が示唆された。 
 
2. Rho シグナル阻害剤 CCG-1423 の神経形態に対する効果の検証−論文(2)−        
	 CCG-1423 は、Rho シグナルを阻害する低分子化合物であり、MKL を標的と
することが明らかにされている。しかし、脳神経系における CCG-1423 の作用
については不明であったため、本研究では、培養大脳皮質神経細胞の形態に与
える効果が検証された。MTT assay により、少なくとも 10 µM の CCG-1423
処理では、72 時間後まで細胞生存に有意な変化は検出されなかった。次に、GFP
遺伝子の導入と免疫染色による神経細胞の可視化が行われ、1 µM の CCG-1423
処理でも有意に軸索伸長が抑えられ、また、10 µM の CCG-1423 処理 48 時間
以降では、有意に樹状突起長が短くなることが示された。10 µM の CCG-1423
の 72 時間処理により細胞体近く (20, 40 µm) で樹状突起の複雑性の有意な減
少が検出された。一方、樹状突起スパインの密度と形態解析の結果、CCG-1423
の影響は検出されなかった。以上の結果から、CCG-1423 が神経細胞の形態に
有意な影響を及ぼすことが明らかにされた。本研究から、脳神経系における研
究ツールとして CCG-1423 の今後の活用が期待される。 
 
	 以上の研究成果は、国際的学術誌に公表された。また面接等による学位論文
審査の結果をふまえ、提出した論文が博士（薬科学）の学位の授与に値すると
総合的に判断した。 
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